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1 黄 矣 鱼 促 甲 状 腺 激素 受 体 基 因 的 克隆 及 其 对 饲料 中 添加 碘化钾 的 表达 反应 
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5 М 要 : 本 试验 旨 在 得 到 黄 笑 鱼 促 甲 状 腺 激素 受 体 〈TSHR) 基因 的 CDNA 全 长 序列 ， 同 时 


6 ”掌握 其 组 织 表 达 差 异 , 并 揭示 饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 疾 鱼 甲状 腺 ТӨНЕ 基因 表达 及 生长 性 能 


7 ”的 有 影响。 采用 cDNA 末端 快速 扩 增 (RACE) 技术 克隆 TSHR 基因 cDNA 全 长 序列 ， 再 应 用 


8 ЭБЕ РСК 技术 检测 TSHR 基因 的 相对 表达 量 , 并 制备 了 碘化钾 添加 量 分 别 为 0( 对 照 入 


9 10. 50 和 100 mg/kg 的 4 种 试验 饲料 进行 为 期 27 d 的 黄 颗 鱼 养 殖 试验 。 结 果 显 示 : 本 试验 


10 ”成 功 克隆 得 到 长 度 为 2 786 bp 的 TSHR 基因 cDNA 的 全 长 序列 ， 其 中 开放 阅读 框 238 Бр, 


11 4453745 MAER, Blast 程序 分 析 表 明黄 桥 鱼 TSHR 氨基 酸 序 列 与 其 他 已 知 鱼 类 的 相似 性 


12 ”为 60%~87%。 组 织 表 达 分 析 结 果 表 明 TSHR 基因 在 甲状 腺 组 织 中 的 相对 表达 量 较 高 ， 其 次 


13 ”是 肝脏 、 肌 肉 和 肠 道 。 养 殖 试验 结果 表明 ，100 mg/kg 组 甲状 腺 ТӨНЕ 基因 相对 表达 量 显著 


14 ”高 于 其 他 各 组 (P<0.05)，50 和 100 mg/kg 组 的 增 重 、 特 定 生长 率 和 饲料 系数 显著 优 于 对 照 


15 Я CP<0.05)。 由 此 得 出 ， 饲 料 中 添加 适量 的 碘化钾 不 仅 影 响 ТӨНЕ 基因 的 表达 ， 还 能 有 效 


16 Е НАЕ. 


17 ”关键 词 ， 黄 矣 鱼 ， 碘 化 钾 ， 促 甲状 腺 激素 受 体 ， 基 因 克 隆 ; 基因 表达 
18 ”中 图 分 类 号 :S963 文献 标识 码 ，A 文章 编号 : 
19 甲状 腺 激素 (THs) 由 甲状 腺 组 织 合成 和 分 泌 ， 包 括 四 碘 甲 状 腺 原 氨 酸 СТА) 和 3,5,3- 
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20 ”三 碘 甲 状 腺 原 氨 酸 (Ts3)， 是 含量 极 低 的 生物 活性 物质 ， 几 乎 作用 于 水 生动 物 的 各 个 部 分 ， 


21 ”研究 证 实 THs 不 仅 可 以 促进 机 体 的 生长 、 发 育 ， 维 持 机 体 代 谢 平衡 ， 还 能 够 促进 神经 系统 


22 ”的 发 育 ， 提 高 其 兴奋 性 ， 维 持 机 体 的 免疫 系统 04。 鱼 类 THs 的 分 小 过 程 与 高 等 宥 椎 动物 相 


23 ，” 似 ， 其 中 碘 和 促 甲状 腺 激素 受 体 (TSHR) 是 THs 合成 途径 中 的 2 个 重要 因素 ， 碘 由 钠 碘 转 


24 ”和 运 蛋 白 运 输 到 甲状 腺 滤 泡 内 ， 碘 化 合成 一 碘 酷 氨 酸 和 二 碘 酷 氨 酸 ， 进 而 生成 THs569。 因 此 
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25 ” 碘 是 机 体 生 长 和 代谢 过 程 中 的 一 种 必 不 可 少 的 微量 元 素 , 目前 已 经 证 实 饲料 中 缺乏 碘 会 引起 


[gr 


26 类 甲状 腺 功能 减退 以 及 甲状 腺 肿 等 症状 四。NRC 标准 中 鱼 类 对 饲料 中 碘 的 需求 量 较 低 ， 


т- 27 ”但 是 在 低 碘 含量 的 淡水 区 域 常 因为 碘 含 量 的 不 足 而 引起 缺 碘 性 疾病 的 发 生 , 因此 , 在 饲料 中 


28 ”补充 碘 能 有 效 地 增加 鱼 类 对 饲料 中 碘 的 摄取 量 ， 从 而 维持 其 正常 的 生长 、 代 谢 。 


29 TSHR 是 一 种 G 蛋白 - 偶 联 受 体 ， 属 于 糖 蛋白 激素 受 体 超 家 族 的 成 员 ， 能 与 促 甲 状 腺 激 


30 素 结 合 激发 甲状 腺 的 一 系列 反应 ， 从 而 促进 THs 的 释放 ;不同 物种 间 TSHR 结构 很 保守 ， 


31 X Xm 7 个 跨 膜 螺旋 结构 域 、 短 的 胞 质 域 和 较 大 的 胞 外 域 构成 , 其 中 胞 外 域 含 富 亮 氮 酸 如 


um 
Rat 


32 ÆJ), HERE ЗА SE 8), TSHR 与 促 甲 状 腺 激素 信号 特异 性 结合 后 ， 


33 ”激活 典型 的 G- 蛋 白 偶 联 效应 器 〈 腺 苷 酸 环 化 酶 和 磷酸 酯 酶 C)， 诱 发 胞 内 信和 号 级 联 反 应 ， 刺 


34 ” 激 甲 状 腺 组 织 合成 、 分 泌 Та, Вла T4 在 脱 碘 酶 的 作用 下 转化 为 Ti， 进 而 调节 机 体 的 生长 、 


35 ЯН ENO, AE, TSHR 在 所 有 将 椎 动物 垂体 -甲状 腺 轴 的 调节 过 程 中 上 共有 极其 


36 ЖЕН. Н) FACE EOS ADI C Oncorhynchus rhodurus) 2088 (Morone 


37 saxatilis) Ul, JEME (Clarias gariepinus) "41, BES SORA CIctalurus punctatus) "51, КЎН 


38 JRF (Dicentrarchus labrax) 09 和 塞内加尔 鲁 (Solea senegalensis) 四 等 鱼 类 的 TSHR FEA BE 


39 TIWA, (AAR TSHR 基因 的 研究 尚未 见报 道 。 


40 鉴于 TSHR 基因 和 碘 的 重要 作用 ， 本 研究 首先 采用 反 转 录 PCR(RT-PCR)A cDNA 末端 


41 ”快速 扩 增 (RACE) FRR GEM на TSAR 基因 的 全 长 cDNA ҰО), ЗЕРЕ TSHR Ж 


42 ，” 因 在 不 同 组 织 中 的 表达 差异 性 ， 在 此 基础 上 ， 由 于 碘 对 甲状 腺 功能 的 重要 性 ， 或 能 对 TSHR 
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因 产 生 影响 ， 因 


TSHR 基因 表达 及 黄 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


基因 克隆 所 用 


CPelteobagrus fulvidraco), ЖЯ 


脾脏 、 肌 肉 、 肾 脏 
随后 将 混合 后 的 组 绢 


取 总 RNA。 


ЖЕ 


» PEAR. A'R 


此 本 研究 的 第 


黄 桥 鱼 生长 的 影响 。 


黄 桥 鱼 购 自 浙江 省 


ped 


1452g 


骨 、 肠 道 组 乡 


宁波 市 鄞州 区 东 裕 菜市 场 ， 选 取 1 条 健康 


C hinaXI 


vet EHH] I | 


2 AE BU fti AEE S I AS I] ЖӘРКЕН ХА i 


， 体 长 24 cm， 解 剖 后 取 脑 、 


只 ， 用 液 氮 速冻 和 


甲状 腺 、 心 朋 


究 所 采用 的 主要 试剂 包括 SuperQuickRT cDNA Kit 和 2xEs TaqMasterMix， 购 自 康 


内 加 入 装 有 Trizol 的 离心 管 中 混 匀 ， 置 于 -80 超低温 冰箱 保存 ， 用 于 提 


为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 ，SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit 购 自 Clontech 公司 ， 


DL1000 DNA Marker. DL5000 DNA Marker. DNase I. TaKaRa LA Taq with GC Buffer, 


pMD™ 19-T Vector Cloning Kit, SYBR® Premix Ех TaqIM II CTliRNaseH Plus) 购 自 TaKaRa 


1, TransSaChemically Competent Cell 购 


H 


JEU DNA 


公司 (纯度 >99.5%)。 


1.2 养殖 试验 


试验 饲料 以 市 售 黄 壬 鱼 饲 料 为 基础 


质 含 量 为 41%)， 分 别 添 加 0《〈 对 照 入 


碘化钾 含量 实测 值 分 


2。 添 加 方法 为 : 首先 将 碘化钾 溶 于 水 中 ， 


成 直径 为 3 mm 的 饲料 ， 低 温 


用 。 试 验 料 的 主要 


收 试剂 盒 (离心 柱 型 ) 购 


自 上 海 捷 瑞生 物 工 


其 它 常 用 的 化 学 试剂 


SHA 0.31、 


10. 50 和 100 mg/kg fifi 


ЕТ 


| 均 为 国产 分 析 纯 。 


化 钾 配种 


р 4 1 


8.58, 47.50 和 92.63 mg/kg, НӨ 


ЗАЛЖ a B rt Ber 


风干 后 ，| 


营养 成 份 列 于 表 1. 


的 结果 列 于 表 


自 北 京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ，GenClean 琼脂 


程 有 限 公 司 ， 碘 化 钾 购 自 SIGMA 


饲料 《杭州 海星 饲料 开发 有 限 公 司 ，2 号 料 ， 粗 蛋白 


试验 饲料 ， 


AREA, ЖІ АРЫН 
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66 表 1 试验 饲料 的 营养 水 平 ( 干 物质 基础 ) 
67 Table 1 Nutrient levels of experiment diets (DM basis) mg/kg 
碘化钾 添加 量 KI addition/(mg/kg) 
营养 水 平 Nutrient levels 
0 10 50 100 
THESE 4 Crude protein 435.9 443.8 445.1 442.8 
粗 脂肪 Crude fat 69.0 74.2 76.7 73.8 
粗 灰 分 Ash 106.5 103.4 109.7 106.6 
WT 0.24 6.56 3631 70.81 
68 养殖 试验 用 鱼 购 自 浙江 省 余姚 市 水 产 技术 推广 总 站 的 黄 桥 鱼 养 殖 基 地 , 选取 均 重 为 30.3 


69  g 的 健康 黄 桥 鱼 120 尾 ， 将 鱼 随 机 放 入 8 个 鱼 包 内 【容量 300 1), BL 15 尾 。 将 8 个 鱼缸 


70 ”随机 分 成 4 组 ， 每 组 2 个 鱼缸 ， 每 天 定时 投 喂 2 次 〈09:00 和 16:00), ZR EE ES, ЖЕ 


71 #730 min 后 收集 残 饵 称 重 。 每 天 观察 黄 疾 鱼 的 活动 状况 , 定期 用 二 氧化 氧 对 水 体 进行 消毒 。 


72 ”试验 用 水 为 曝 气 的 自来水 ， 光 照 为 自然 光源 ， 用 增 氧 机 昼夜 持续 增 氧 ， 每 天 12:00 清洗 养殖 


73 ”水 桶 并 换 水 , 换 水 量 为 总 水 量 的 1/2, 以 保持 水 体 清新 。 试验 期 共 27 do 饲养 期 间 测 定 水 温 、 


Ў 
= 


74 ”溶解 氧 浓 度 和 摄食 量 。 试 验 期 间 水 温 22-24 ‘C， 溶 解 氧 浓度 大 于 62 mg/L。 养 殖 27 а 后 进 


В 


75 ， 行 称 重 ， 每 个 鱼缸 随机 取 S 尾 鱼 采 样 ， 每 尾 鱼 称 重 并 测量 体 长 ， 解 剖 后 称 肝脏 、 肠 道 重 ， 并 
76 ， 取 甲状 腺 组 织 用 液 氮 速 冻 后 置 于 -80 超低温 冰箱 保存 ， 用 于 后 续 的 亦 光 定量 PCR 测定 
77 13 总 RNA 提 取 和 cDNA 第 1 链 的 合成 

78 各 个 组 织 〈 用 于 菊 光 定量 ) 以 及 混合 组 织 样品 〈 用 于 基因 克隆 ) 分 别 用 Trizol Reagent 


79 ”法 提取 总 RNA, 并 检测 其 质量 , 方法 如 下 : DNase I 去 除 其 中 的 DNA 杂质 , 用 Nanodrop2000 


80 ”核酸 蛋白 分 析 仪 检测 RNA 的 浓度 和 纯度 (1.9<A260/A280<2.1)， 并 用 1.2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 


81 ЖЕ RNA 的 完整 性 。 使 用 康 为 世纪 公司 的 SuperQuickRT cDNA Kit 并 参照 说 明 书 反 转 录 


82 ”合成 cDNA，-20 人 C 保 存 。 反 应 体系 为 10 uL: dNTP Mix 为 uL, Primer Mix 7j 1 uL. RNA 


4 


83 


84 


85 


86 


87 


88 


89 


90 


91 


92 


93 


94 


95 


96 


97 


98 


99 


100 


101 


102 


103 


104 


105 


模板 为 1 uL. 


RT 缓冲 液 为 2 uL、 反 转录 酶 为 0.5 ш. ХХК (дано) 为 3.5 ш. RMA 


件 如 下 : 37 CR 15 min、85 CR 5s. 以 混合 组 织 提取 的 RNA 为 模板 , 按照 SMARTer® 


RACE cDNA Amplification Kit 说 明 书 合成 RACE cDNA 模板 ，-20 ‘С. 


1.4 TSHR 基 


因 cDNA 全 长 克隆 


将 NCBI 数据 库 GenBank F PEA XÆ CNM 001200192.1). ЗЕЙ (АҮ129556.1). 


条 纹 狼 鲈 (AF239761.1)、 罗 非 鱼 (NM 001279621.1) 、 斑 马 鱼 (NM 001145763.2) ЖІЗЕ 


ADNKS (ЕМ677495.1) TSHR 基因 的 核 苷 酸 序列 进行 比 对 ， 并 用 Bioedit 和 Oligo 6.0 软件 


在 保守 区 域内 设计 简 并 引物 TSHR-F1 和 TSHR-R1 ( 表 2) ， 引 物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 


有 限 公司 合 成 。PCR 反应 体系 : 2xEs TaqMasterMix W 5 uL; 混合 组 织 cDNA 为 模板 0.2 uL, 


上 、 下 游 引物 (10 uM) 各 0.4 uL, дано 为 4hL。 反 应 程序 为 : 94 'C 预 变性 2 шіп; 94 °C 


变性 30s, 51.2 CBK 30s, 72 СИН 45 5, 30 个 循环 ; 72 'C 终 延伸 10 min; 4 “CTR. 


产物 经 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 检 测 ， 并 用 GenClean 琼脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 使 ( 离 心 


柱 型 ) 回收 纯化 ， 送 到 上 海 华 大 基因 科技 服务 有 限 公司 测序 ， 测 得 815 bp 的 扩 增 产物 ， 符 


合 预 期 大 小 ， 


BLAST 分 析 结 果 表 明 该 序列 为 TSHR 基因 的 部 分 序列 ， 根 据 该 部 分 序列 ， 利 


区 


FA Oligo 7 软件 设计 RACE 特异 性 引物 3-RACE-F2-1、3-RACE-F2-2 和 5-RACE-R2-1、 


5-КАСЕ-К2-2; 5-RACE-R3-1, 5-КАСЕ-К3-2, 5-RACE-R3-3; 5-RACE-R4-1. 5-RACE-R4-2 


( 表 2) ， 分 


别 用 于 TSHR 基因 的 3’ 端 和 5 端的 RACE 扩 增 ， 其 中 $ 端 RACE 采用 3 对 特 


异性 引物 扩 增 成 功 .为 了 提高 扩 增 PCR 的 特异 性 ,3’ 端 和 5 端的 RACE 3) 25152 JH AX PCR 


扩 增 技术 。 反 应 体系 : TaKaRa LA Тад 为 0.5 uL, 2xGC Buffer II 7j 25 uL, dNTP Mixture 为 


8uL, Bi cDNA (第 1 轮 PCR 产物 ) 为 2 号 ， 特 异性 引物 为 2 此，UPM (NUP) 引物 为 


5ш. (2 uL) 


yu 


, ddH2O 补足 50 uL, PCR 反应 程序 : 94 'C 预 变性 2 min; 94 人 变性 30s， 退 


火 温度 反应 30 s, 72 Y 延 伸 指定 时 间 ，30 个 循环 ) 72 CAE 10 min; 4 СТ, БН 


退火 温度 根据 引物 的 温度 确定 ， 延 伸 时 间 根 据 酶 的 扩 增 效率 及 预测 的 扩 增 产物 大 小 确定 。 
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127 


PCR 扩 增 产物 首先 进行 纯化 ， 随 后 克隆 到 pMD™19-T Vector 载体 上 ， 转 化 到 TransSa 


Chemically Competent Cell 内 ， 经 LB Fik С Amp+) 培养 以 及 M13 和 特异 性 引物 的 菌 液 


PCR ita, 


1.5 TSHR3& 


181369 


软件 中 的 Seqman ЖОН, BABS A TSHR 


挑选 阳性 克隆 菌 送 往 上 海 华 大 基因 科技 服务 有 限 公司 测 序 。 


因 序 列 拼接 及 生物 信息 学 分 析 


物 扩 增 的 部 分 序列 、5’ 端 RACE 克隆 序列 和 3’ 端 RACE 克隆 序列 用 DNAStar 


因 的 全 长 cDNA 序列 ; 用 ExPASy 


Й 


(http://web.expasy.org/translate/) 在 线 翻 译 ТӨНЕ 基因 序列 ， 推 新 其 开放 阅读 框 序列 和 编码 


的 氨基 酸 序列 ; 用 DNAStar 软件 中 的 EditSeq 程序 推断 TSHR 蛋白 的 分 子 质量 、 等 电 点 等 ; 


利用 DNAStar 中 MegAlign 程序 对 已 获得 的 黄 桥 鱼 TSHR 的 氮 基 酸 序列 与 非洲 铃 


CAAN01360.10. BEA X ÆA (AY533543), BES fA (NM001145763.2)、 塞 内 加 尔 鲁 


(CBK38913. 


D FIA Bi (AKC32650.1) TSHR 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 并 分 析 各 


物种 间 TSHR 氨基 酸 序 列 的 相似 性 和 分 歧 度 ; 用 SignalP 4.1 Server 在 线 软 件 


C http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ ) fil 211 a> Hr fa 5 Ж; 用 TMHMM 在 线 软件 


Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ ) 预测 分 析 氨 基 酸 的 跨 膜 螺旋 结构 ;用 NetNGlyc 


在 线 软件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 预测 分 析 N- 糖 基 化 位 点 ; 用 NetPhos 2.0 


Server 在 线 软件 Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) 预测 分 析 磷 酸化 位 点 ; 用 PSIPRED 


v3.3 在 线 软件 Chttp://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) 分 析 TSHR Sz AA 2 级 结构 ， 用 在 线程 序 


SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) 分 析 氨 基 酸 的 保守 结构 域 。 采 用 MEGA 6.0 软件 中 


I 邻 位 相 接 ОМ) 法 对 不 同 物种 的 TSHR 氨基 酸 序列 构建 系统 进化 树 ， 设 置 Bootstrap 的 值 


为 1000， 计 算 各 分 支 的 置信 度 。 


引物 名 称 


表 2 采用 的 引物 及 其 序列 


Table 2 Primers and their sequences used in the experiment 


序列 序列 信息 


6 


128 


129 


130 


Primers name 


Sequence (57-37) Sequence information 


TSHR-F1 CCTGAYGASTTYAAYCCYTGYGAGGAC 简 并 引物 
TSHR-R1 TTGTARTGRCTGGTSAGMAGCAC 简 并 引物 
3-RACE-F2-1 GCAAGCGAGTTGTCAGTTTACACC 3 ? 端 RACE 
3-RACE-F2-2 GTTTGTCACATGCCTCCGCTGTC 3' RACE 
5-RACE-R2-1 TGTGACAAACGCAGTTTACGATCT 5° RACE 
5-RACE-R2-2 GGCAATGAGAAGCAGATAGAGG 5° RACE 
5-RACE-R3-1 GTCTGCCAGTCTATTGCAT 5° RACE 
5-RACE-R3-2 CCATCAAATTTCCAAGTACAGCC 5° RACE 
5-RACE-R3-3 AAAGCCCAAATCATGGTCAGC 5° RACE 
5-RACE-R4-1 GGTTCTTGAATGCACAGCAATGACT 5° RACE 
5-RACE-R4-2 CACATCAAGCAGCACTGGACCACT 5° RACE 
UPM CK long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATC 接头 引物 
AACGCAGAGT 
UPM ( 短 short) CTAATACGACTCACTATAGGGC 接头 引物 
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 接头 引物 
TSHR-qF GCCTCTATCTGCTTC TCATT RICE BSI 
TSHR-qR TGTCTGCCAGTCTATTGC 获 光 定量 引物 
GAPDH-F ATTCTGGGATACACTGAGGA RIE AB S| 
GAPDH-R TGTCGTTGAGGGAAATGC 荧光 定量 内 参 引 物 
16 ” TSHR 基因 的 组 织 表 达 差 异 


为 了 检测 黄 笑 鱼 体内 ТӨНЕ 基因 的 表达 情况 ， 根 据 GenBank PEA ABH Se E НУШ 


醛 -3- 磷 酸 脱 氧 酶 (САРЫН) 基因 (100688651) 序列 以 及 本 试验 克隆 得 到 的 黄 桥 鱼 TSHR 


7 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


145 


146 


147 


148 


149 


150 


151 


152 


153 


ChinaXiv&1 


cDNA 序列 分 别 设计 合成 实时 殉 光 定量 PCR 的 内 参 引 物 GAPDH-F fI GAPDH-R 及 TSHR 基 


因 引 物 TSHR-qF 和 TSHR-qR C 20. 。 实 时 菊 光 定量 PCR 的 反应 体系 : 2X SYBR® Premix 


Ex Taq I (TliRNaseH Plus) 为 6hL， 上 、 下 游 引物 各 0.24 uL, ROX reference Dye II 7j 


0.24 uL, ddH20 补足 至 12.5 gL。 荧光 定量 PCR 反应 程序 : 95 'C 预 变性 30s; 95 CAH 5 


5, 55.2 “СІН 30s, 40 “ЧАЙ; 95 CRM 15 5, 60 СБМ 605, 95 ‘CRM 15 5 (制备 熔 


解 曲线 )。 反 应 结束 后 ， 根 据 熔 解 曲线 分 析 PCR 反应 是 否 正 常 ， 最 后 得 出 各 组 织 TSAR 基因 


mRNA 相对 表达 量 的 关系 图 。 


1.7 分 析 方 法 


粗 蛋 白质 含量 采用 凯 氏 定 氨 法 0"1 测 定 ， 粗 脂肪 含量 采用 索 氏 抽 提 法 95 测定 ， 粗 灰分 含 


4 
E 


直接 干燥 法 进行 测定 P9， 


т) 


量 采 用 GB/T 5$009.4- 一 201009] 的 方法 进行 测定 ， 水 分 含量 也 


量 采 用 GB/T 13882 一 201020 的 方法 进行 测定 。 


L8 计算 方法 


特定 生长 率 (SGR) =100х (ln 末 重 -ln WH) / FRM; 


饲料 系数 (FCR) = 摄食 量 / ME, 


<= 
Hu 


zn 


EWE (CF) = 体重 / 体 长 3; 


肝 胰 指数 CHSL96) =100xAF AES 


ped 


/ 体重 ; 


my 


肠 指数 (94) =100x 肠 重 / 体重 。 


1.9 数据 分 析 


实时 荧光 定量 PCR 的 数据 采用 ZAAT А220, PA AAA ТӨНЕ 基因 的 表达 量 


是 相对 于 肌肉 组 织 TSAR 基因 的 表达 量 。 采 用 SPSS 19.0 对 黄 桥 鱼 生 长 试验 相关 数据 做 单 因 


S 


素 方差 分 析 (one-way ANOVA )， 所 有 数据 以 “平均 值 + 标 准 差 ”表示 。 


2 结果 与 分 析 


ГЕН 


4H 
g- 


[T 
42 
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21 黄蜂 鱼 TSHR 基 因 的 克隆 及 序列 分 析 


以 黄 甘 鱼 混合 组 织 cDNA 为 模板 ， 殉 隆 出 与 预期 大 小 相符 的 cDNA. 片段 ， 利 用 预测 的 


氨基 酸 序 列 在 NCBI 数据 库 中 进行 同 源 性 分 析 , АННА ҚОР НЕН ША) ТӨНЕ 基 


因 很 相似 ， 表明 该 基因 为 黄蜂 鱼 的 TSHR SER. ЛЕЈН, BES TSHR 基因 cDNA 序 


列 全 长 2 786 bp, 其 中 开放 阅读 框 2 238 bp (239—2 476 bp), 5’ 端 非 翻 译 区 (ОТЕ) 为 238 bp 


(1—238 bp)，3? 端 UTR 为 310 bp (2 477—2 786 bp)， 共 编码 745 个 氨基 酸 ， 起 始 密 码 子 


为 AIG， 终 止 密码 子 为 TAA (图 1)， 将 该 序列 提交 至 GenBank， 获 得 登录 号 KT722732. 
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a ATGGGGCCTCTGGAAAGCAGATTTAGTTGAATAAGACTGCTGGAGCATTTGGGTGAGGCA 
61 GACCCCTGGAGCTCTATCAGTCTTAACACATTTCTTCATTTATCACAGCAGTGCAGACTT 
121  CTGCCTCTTGTGTTGTTCATGTAGACTCTAACACTTTTACTATCTGAGACAAACTGAGCA 
181  CCGAAGATTAAATCTTGTGTTTTAACTTTAAGCTGCTTTTAAACGCCAATTATATAAARTI 
M 1 
241 GIGTCTATTAGCACTTGTGATTTTAACCTTCTGCTCCACTCGAACCTGCACCGGAGACAT 
Qi TL. Ж. 4 Go IV OD E T — RU GS Si К С CT 105 Un sd D DA 
301  TAATAAGTGTCCTCATGGGTGTGATTGCACAGACTGGAAAGGTTTTTATGTTTCGTGTAC 
N K € P H G C DD C T b w к G E Y V S С T 41 
361  AGATATTTCTACCTTGCCGTTGTTTCCTGGAAACACTGAGACACTACGTCTCTATGAAAC 
D I S T Xj, ib rf Е Р o Go ND OT X — T Gi GR E OY EE 7T 642 
421  AAGACTGAGCTCTGTTCCTAAAGACGCATTTGCCAACATGGTGAACATCTCATTAATTTA 
R L S S V P K D A F Аы M V BENE : v5: 
481  TCTCTCAGTTGATGTCACATTAAGAAGTTTAGAGAAGCATTCCCTTTTCAACCTGAAGAA 
т- S V BD: AP m SB R а тк He Ss GRO = NW HH к. КТО 
541  GATTACACATATAGAAATAAGAAACACCAGAAGTCTGACGACTATCGATCCTGAAGCTTT 
T T A от Ej ш UC ON т CB б Xn © T GE ON E LB Aa EU di" 
601  CAAAGATTTACCAAAGTTAAAATATTTAGGTTTGTTCAATACTGGACTCACCATCTTTCC 
к D Lh. P K Е.К Y bL G hh FP N T G L T I Е P raw 
661  TGCACTGACAAGGATCCGTTCTGATGAATCATCTTTCATGCTAGAAATTACTGATAATAT 
A. Li T^ кш RS DE в ағ ыл (RE GL GT 0р we теп 
721  TTACATCACTGAAATTCCTGCAAATGCATTCCAAGGCATTACCAATGATGTGCTAACGGT 
Y^ r Ff E I (P X ON А ОБТ T NW b vn» т Y 181 
781  GATGCTATACAGTAATGGCTTTACTAAAATCCAACACCATGCCTTCAATGGGACAAAACT 
M L Y S ы G F T к I о H H а ғ БИРИНЕН т 201 
841  AGATGCTATATATCTTCACCGAAACAAACAACTAACAGATCTGAGTGAAGACATGTTTGC 
D A. i. ж Xt н в ы K O E. T PD L 5 E D M Е А221 
901  AGAAACCTTTAGTGGTCCAGTGCTGCTTGATGTGTCTGACTCAGCCATTACCTCCCTTCC 
E, "Тк S G PD V L Lh D V Ss pS A T T 8 E. P.24 
961  AGCAAGAGGACTAGAGTCACTCCGGGAACTCAGCGCTCGGAATGTTTGGGCCCTTAAAAA 
A R GUL E S L R E L S A в N V W A І K K 261 
1021 ACTTCCACCTATCAAAACTTTCAGAAATCTGTTTGGTGCTGATATGACGTATCCTAGTCA 
L P P I K T F R N L F G A D M T Y P S H 281 
1081 TTGCTGTGCATTCAAGAACCTTAAGAAAAAGAAAGGGTACCTGGAACACATTCTTTGTAA 
C C A F к м L к к к к сү L E BH I L C Maso: 
1141 CTTGACTGAAAAGCATGGTCAACATCACAAAAGATCAGTGGACACAGTTACAATCCCAGC 
ен с о 'H UH ERS ¥ CU oUm C m I PO А. Soe 
1201 TGTCATGGATGCTAAAGACTCAAAAGACATGAGTGACCTCCTACATAAGAACAACTATAA 
V M D A K D S K D M S D L L H K N N Y N 341 
1261 CCATTACGACTTTCTTAGTAGTCTACATTATCATGACTTTGTTGGTGGGCATGCTGACCA 
H Y D F L S S Lb H Y H БЕ V С G H A D H 361 
1321 TGATTTGGGCTTTGGGGACACACTGAAGAATCCTCAGGCAGCCACCAGTCAGGACTTTGA 
D LH G F с D T LK NW P Q A A T S О D F E381 
1381 TAGTCATTATGACTATGTTATATGTGAGGATGGAGAAGCTGTGACATGCTTCCCAGTCCC 
$ Н Y D Y V I :C E Бо E AX V ТС E P V P 401 
1441 TGATGACTTCAACCCCTGTGAGGACATCATGGGTTTCAGCTTCCTGAGAGTGTCTGTTTG 
D D F N P C E D I M С F 5 Е L R V S V Ma: 
1501 GTTTGTCAGTTTGCTGGCTGTACTTGGAAATTTGATGGTGCTCTTTGTGCTCCTCACCAG 
441 
1561 TCATTACAAACTATCTGTCTCCCGGTTCCTTATGTGCCACCTGGCATTTGCTGACTTCTG 
K L S V S R M 4 6 1 
1621 CATGGGCCTCTATCTGCTTCTCATTGCCTCAGTGGACCTTTACACACAATCAGAATATTA 
DT с Ss E v YY481 
1681 CAATCATGCAATAGACTGGCAGACAGGACCATGGTGTACACTTGCTGGATTTATCTCCAT 
N H A I D o ll o. ———————- 501 
1741 CTTTGCAAGCGAGTTGTCAGTTTACACCTTGACCACAATAACTCTGGAGCGCTGGCATGC 
T L T T I T L E R W H A 521 
1801 AATCAACTTTGCAATTCATTTAGATCGTAAACTGCGTTTGTCACATGCCTCCGCTGTCAT 
I N F A I H L D R к L R L S H A в A BNN 541 
1861 GCTTGGTGGATGGATCTTATGCTTCCTGCTGGCCCTTATGCCAGTGTTGGGGGTGAGCAG 
561 
1921 TTACCAAAAGGTCAGCATATGCTTGCCCATGAGCACTCAGAACCTGTTGGACCAGGTCTA 
Шо к v s 1: сі P M с TON L г г о v Y 58d 
1981 CATTTTATTTGTGTTAGTTCTTAACATTGTGGCCTTTGTGGTCATCTGTGCCTGCTACAT 
601 
2041 TAGGATCTACTGTGCAGTGCGCAACCCCACTTACACCTCAGCCAGCAAAGATAGCAGTAT 
C A V в N P T Y T S A S K D S S I 621 
2101 TGCTAAGCGCATGGCTGTGCTAATTTTCACTGACTTCCTCTGCATTGCACCAATCTCTTT 
А к R DIESEN T 621 
2161 СТАТСССАТАТССССТССАСТССАТСАТТСАСТСАТААССАТТТСАААТТССААСАТССТ 
E Dk S к Tt T i S N S X I. L 6st 
2221 GCTTGTGCTCTTCTACCCTCTGAACTCCTGTGCTAATCCTTTTCTCTATGCCATATTTAC 


681 

2281 CAAGGCCTTTCAGGGCGATGTATTTATCTTGCTCAGCAAGATTGGCCTGTGCGAGCAGCA 
S|] JOD "Ww E^ Ti! E Io i$ KR T Se Bo CQ E) о о 301 

2341 GGCCCAAATGTTTCGAGGCCAAACTGTCTCCACAAAAGCAAGCAGCGGAGACACAAACAG 
A ом EF в с о T V S тк A S S G D ты R 721 

2401 GCGTGGAATAAGAACAAAAATGCTAACCCGATGGAATGTTCTGACCACTGCTACCTGTCA 
ве T RA к мыс т RO ию м: т т A т с EE 

2461 TCAACAAGGACACHAAICACATCAGGAGGCAGGAAATGTAAATCTACTGGCAATCAATACA 
© Oo с A * 745 

2521 AGCACATTCATGAGATAAACTCAAATGGTGTCTTTTTTAAACCTGCTGGTTACTTAAAGA 

2581 GGGGATTTAAAAGTTGTTTTTACTTAGCTAAATGCATGCCACATACTTGTGTGATAACAT 

2641 TTACAGCTCTATGTATTTAATCGAAGAGAGAGATAATTTTGTAATGCATTATCTCAGTGT 

2701 GAAGGAAGGAATGAGATGAAGAAAGGGGAGGATGTTACACTGAATGCCCAGGGAAAAAAA 


161 2761 


162 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 方 框 标 示 ， 信 和 号 肽 序列 〈1 一 19 号 氨基 酸 ) 用 下 划 线 标示 ，N- 糖 基 化 位 点 


163 ”用 青色 阴影 标示 ， 跨 膜 螺旋 结构 域 用 蓝 色 阴影 标示 。 


164 The start and stop codons are boxed, the putative signal peptide is underlined whereas N-linked glycosylation 


165 sites are marked in cyan with transmembrane helix domain boxed in blue. 
10 


166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


图 1 йа TSHR 基因 cDNA 全 长 核 昔 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig.1 cDNA full-long sequence and deduced amino acid sequence of TSHR gene in yellow 


catfish 


DNAStar 软件 Editseq 程序 预测 分 析 说 明 : Sef. TSHR 


和 蛋白质 序列 包括 63 个 强 碱 性 


AER CK. R), 65 个 强酸 性 氨基 酸 (D, ED 293 个 疏水 氨基 酸 CA. T. L, F W, V), 


221 个 极 性 氨基 酸 (N、C、Q、S、T、Y) ， 该 蛋白 质 的 分 子 质 量 约 为 83.8 ku， 理 论 的 等 电 


点 (рО 为 7.163。 经 SignalP 4.1 Server 在 线 软件 预测 分 析 该 和 蛋白质 序 列 的 信号 肽 结构 ， 发 


Ж 


现 TSHR 和 蛋白质 序列 的 N 端 信号 肽 为 第 1 一 19 位 的 氨基 酸 (MCLLALVILTFCSTRTCTG ), 


并 且 在 第 19 和 20 位 的 氨基 酸 上 可 能 存在 裂解 位 点 (图 1) 。 


TSHR 是 贯穿 脂 双 层 的 跨 膜 蛋白 , Ж TSHR 氨基 酸 序列 包含 长 度 为 264 个 氨基 酸 的 


КЕ 7 次 跨 膜 螺旋 区 ,分 别 位 于 421—443. 450—472. 487—509. 540—562. 582—604. 


625 —647 和 662—684 氨基 酸 处 和 长 度 为 420 个 氨基 酸 的 胞 外 


区 〈1 一 420 氨基 酸 处 ) : 包含 


N- 末 端的 信号 肽 序列 、 长 度 为 61 个 氨基 酸 的 膜 内 域 (685—745 氨基 酸 处 ) ， 膜 外 区 和 膜 内 


区 均 呈 杀 水 性 。 路 膜 螺旋 区 是 由 3 个 胞 内 环 和 3 个 胞 外 环 连接 起 来 ， 是 典型 的 G-E AA 


受 体 结构 。 糖 基 化 位 点 预测 : ЯН ТӨНЕ 基因 序列 中 有 3 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 和 20 个 


保守 的 半 胱 氨 酸 ， 其 中 糖 基 化 位 点 分 别 是 "NISL. !"NGTK. 


30INLTE (图 D ; 磷酸 化 位 


点 预测 : TSHR 有 38 个 蛋白 激酶 磷酸 化 位 点 ， 包 括 20 个 丝氨酸 位 点 、11 个 苏 氨 酸 位 点 、7 


个 酷 氨 酸 位 点 ， 其 中 胞 外 区 有 14 个 丝氨酸 位 点 COS. 645, 655, 90S, 555, 146, DIS, WS, 


252S | 280S | 3286 、 332S 、 337S 、 382S ) .8 个 苏 氨 酸 位 点 (GST. 87T, 


HOT. UST, 138T、 238T、 267T、 


368T ) 和 4 个 酷 氨 酸 位 点 (G37Y、351Y、334Y、386Y), 第 2 个 胞 内 环 内 有 1 个 丝氨酸 位 点 CS), 


第 2 胞 外 环 有 2 个 栈 氨 酸 位 点 COY, 480ү), 第 3 个 胞 内 环 有 2 个 丝氨酸 位 点 (516S、619S)、 


1 个 栈 氨 酸 位 点 (52Y), 胞 内 区 有 3 个 丝氨酸 位 点 (71S、75S、716S)、3 个 苏 氨 酸 位 点 COTS 


төт, POT) 。 二 级 结构 : 预测 TSHR 包含 21 个 a 螺旋 、15 p HAM 34 个 无 规则 卷曲 。 


11 


201711.00433v1 


chinaXiv 


189 


190 


191 


192 


193 


194 


195 


196 


197 


198 


199 


200 


201 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


SMART 预测 保守 结构 域 发 现 , TSHR 存在 4 个 保守 结构 域 , 包括 3 个 富 亮 氨 酸 重复 [LRRNT 


(56~77 氨基 酸 处 )、LRR_ 8 C78—137 氨基 酸 处 )、LRR_5 (149—226 氨基 酸 处 ) ] 结 构 域 


和 1 个 跨 膜 螺 旋 结 构 域 [7tm_1 (430—677 氨基 酸 处 ) ] (图 2) 。 


ІР P Pfam 
E. ur U mtm 1 


图 2 ЖЖ TSHR 序列 保守 的 结构 域 


Fig.2 The conservative domain in TSHR sequence of yellow catfish 


利用 Clustal X 进行 序列 比 对 ， 结 果 С 3) 显示, 7 个 跨 膜 螺旋 区 都 处 于 保守 性 较 高 的 


К. а TSHR 氨基 酸 序 列 和 其 他 鱼 类 已 知 的 TSHR GERE FI 5$7% 一 87% 的 相似 度 


和 2.0% 一 11.5% 的 分 歧 度 C 3 )。 


表 3 不 同 物种 TSHR 氨基 酸 序 列 的 相似 度 和 分 卜 度  % 


Table3 Percent identity and divergence of amino acid sequence among different species 


相似 度 Percent identity 


编号 
1 2 3 4 5 6 
No. 
1 - 87.0 57 69.1 68.6 83.6 
2 2.0 - 56.7 56.3 66. 2 84.2 
ЖЕЛЕ 3 10.2 8.5 = 58.4 58.5 52.2 
Divergence 4 10.6 7.8 10.1 - 89 48 
5 11.5 10.6 5.8 2.6 - 47.1 
6 3.7 74 10.7 11.8 127 - 


1: HH Pelteobagrus fulvidracos 2: BEA EM Ictalurus punctatus; 3: 斑马 鱼 Danio rerio; 4: 大 
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Пн Micropterus salmoides; 5: 塞内加尔 鲍 Solea senegalensis; 6: 非洲 欠 Clarias gariepinus。 


Pelteobagrus fulvidraco 
Clarias gariepinus 
Danio rerio 

Ictalurus punctatus 
Micropterus salmoides 
Solea senegalensis 


Pelteobagrus fulvidraco 
Clarias gariepinus 
Danio rerio 

Ictalurus punctatus 
Micropterus salmoides 
Solea senegalensis 


Pelteobagrus fulvidraco 
Clarias gariepinus 
Danio rerio 

Ictalurus punctatus 
Micropterus salmoides 
Solea senegalensis 


Pelteobagrus fulvidraco 
Clarias gariepinus 
Danio rerio 

Ictalurus punctatus 
Micropterus salmoides 
Solea senegalensis 


Pelteobagrus fulvidraco 
Clarias gariepinus 
Danio rerio 

Ictalurus punctatus 
Micropterus salmoides 
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The putative signal peptide is underlined whereas the predicted transmembrane domains are shaded in blue 


with conservative cysteine boxed in red. 


图 3 不 同 物种 间 TSHR 


E 导 的 氨基 酸 序 列 的 比 对 


Fig.3 Comparison of the deduced amino acid sequences of TSHR among different fish species 


AMEIR, PIE, AIMER KARRE A MARRARA B、 斑 马 鱼 、 非 洲 


fie. DIO UAE 16 种 物种 的 ТӨНЕ 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 列 于 图 4。 从 中 可 以 看 出 整 


个 进化 树 分 为 2 个 亚 群 ,各 种 鱼 类 聚 为 1 个 亚 群 ， 


哺乳 类 、 两 栖 类 、 乌 类 形成 1 个 亚 群 。 其 


HEIE TSHR 处 于 鱼 类 这 一 分 支 ， 且 与 斑点 又 尾 铅 和 非洲 锥 亲缘 关系 最 近 ， 斑 马 鱼 次 之 ， 


与 哺乳 类 的 亲缘 关系 较 远 ， 分 文 和 物种 的 进化 关系 一 致 , 而 且 从 进化 树 可 以 看 出 TSHR 和 蛋白 


在 漫长 的 进化 过 程 中 出 现 一 定 程度 的 分 化 。 


0.075 
0.117 e" 
0.018 0.014 0.100 
0.155 
0.050 6030 
0.046 
0.067 
0.060 
0.063 
0.062 
0.046 
0.027 
0.005 
0.006 | 0.027 
0.149 
0.058 
0.131 
0.051 
0.090 
0.067 
0.008 
0.017 
0.005 
0.024 | 0.020 


分 支 上 的 数字 代表 遗传 距离 。 


The number of branch is the genetic distance. 


Pelteobagrus fulvidraco 
Ictalurus punctatus 

Clarias gariepinus 

Danio rerio 

Oncorhynchus masou rhodurus A 
Oncorhynchus masou rhodurus B 
Oreochromis niloticus 

Solea senegalensis 

Morone saxatilis 

Micropterus salmoides 

Gallus gallus 

Homo sapiens 

Ovis aries 

Mus musculus 

Felis catus 


Canis lupus familiaris 


图 4 基于 TSHR 和 氨基酸 序列 采用 NJ 法 构建 的 系统 进化 树 
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Fig.4 Phylogenetic tree based on TSHR amino acid sequences using NJ method 


22 SEI ТНР. 


织 表达 差异 


Nn 


i ait, TSHR 基因 在 不 


各 组 织 中 均 有 表达 且 彼 此 之 间 


nl 


组 织 中 的 表达 情况 列 于 图 5, RER, TSHR 基因 在 黄 疾 鱼 


和 肠 道 ， 在 其 他 组 织 中 的 相对 表达 量 较 少 。 


600 
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200 


TSHR 基 因 的 相对 表达 量 
Relative transcription level of TSHR 


100 


0 — 


- в 


存在 差异 , 在 甲状 腺 中 的 相对 表达 量 较 高 ， 其 次 是 肝脏 、 肌 肉 


porte ave 24 e d. 
TOP ENS 


图 5 


不 同 组 织 中 TSHR 基因 的 相对 表达 
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Fig.5 Relative expression level of TSHR in different tissues 


23 饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 笑 鱼 生长 性 


Iu 


势 ， 饲 料 


差异 不 显著 (Р>0.05). 


势 ， 与 对 照 组 相 比 ， 


HÆ 4 可 知 , ВЕЛЕ 


碘化钾 添加 量 


TAEA 


碘化钾 的 添加 量 的 升 


8 


2950Ж 100 mg/kg 时 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 各 组 之 间 摄 食 


高 增 重 和 特定 生长 率 呈 现 先 升 高 后 下 降 的 趋 


ІІ 


随 饲料 中 碘化钾 的 添加 量 的 升 高 ， 饲 料 系数 呈现 先 降低 后 升 高 的 趋 


饲料 中 而 


{化 钾 添 加 量 


为 50 和 100 mg/kg 时 ，FCR 显著 降低 (P<0.05)。 


肥 满 度 、 肝 胰 脂 数 和 上 肠 指数 各 组 之 间 均 差异 不 显著 СР>0.05). 
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表 4 


饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 笑 鱼 生长 性 能 的 影响 


Table4 Effects of dietary potassium iodide addition on growth performance of Pelteobagrus 


项 目 Items 


初 重 Initial weight/(g/ Æ) 


ЖЕ Final weight/(g/ 尾 ) 


增 重 WG/g 


特定 生长 率 SGR/(g/d) 


摄食 量 FL/(g/ 尾 ) 


饲料 系数 FCR 


肥 满 度 CF 


肝 胰 指数 HSI9% 


肠 指数 Intestine index/% 


32.05+0.5 


38.10+2.69 


6.05+2.19° 


0.63+0.21° 


9.56+2.50 


1.61+0.18? 


1.34+0.31 


1.97+0.46 


1.03+0.27 


- 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显 


fulvidraco 


10 


29.15+2.33 


36.55+2.48 


7.45+0.21% 


0.84+0.04° 


10.32+1.36 


1.38+0.15°% 


1.24+0.17 


1.91+0.26 


0.88-0.35 


(Р<0.05 )。 


50 


27.85+5.87 


38.65+7.14 


10.80x1.27* 


1.22x0.09* 


11.49+1.28 


1.07+0.01° 


1.29+0.26 


2.10+0.43 


1.05+0.46 


100 


32.05+3.61 


42.45+2.90 


10.45x0.64* 


1.05x0.16* 


11.28+0.07 


1.08+0.06° 


1.31+0.25 


2.36-0.35 


1.24+0.19 


Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (Р<0.05). 


2.4 饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 矣 鱼 甲状 腺 TSEBR 基 因 表 达 的 影响 


荧光 定量 PCR 分 析 结 果 (图 6) 显示 ， 饲 料 中 碘化钾 添加 量 为 100 mg/kg НУ 35 39i f& PAR 


腺 TSHR FEB A AAMT FIA 


时 显著 高 于 


间 差 异 不 显著 (P>0.05)。 随 着 饲料 中 碘化钾 添加 量 的 增加 ， 矣 鱼 甲状 腺 TSHR 基因 的 表达 量 


呈现 先 降低 后 升 高 趋势 。 


su 


也 组 (P<0.05)， 是 
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N 


他 组 的 2.3~17.5 fit 


， 其 余 各 组 之 


253 
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260 
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269 


270 


271 


272 


273 


274 


275 


= 
о 
J 


三 | 


E: 


со 
1 


о 
1 


因 在 甲状 腺 组 织 中 的 表达 
Transcription level of TSHR in thyroid tissue 


Ж 


TSHR 


b 
b 
T T 
КІ-10 КІ-50 


饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 笑 鱼 甲状 腺 TSHR 


Aja Sita TSHR 基因 


有 一 个 比较 独特 的 大 的 胞 外 域 , З) а Ее Н 


复 序列 ， 胞 外 域 约 


总 序列 长 度 的 12， 有 7tm 1 结构 域 ， 并 


个 胞 内 环 构成 , 这 些 都 


不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 


Value columns with different smallt letters mean significant difference (P «0.05). 


fulvidraco 


的 cDNA 全 长 为 2786 Бр, 


НІН 745 个 氨基 酸 组 成 , ӘЛІН ОРНА УЖЕ TSHR 氨基 酸 序列 的 相似 性 


i 


AE 


яла TSHR Ж 


他 鱼 类 的 TSHR 氨基 酸 序列 的 相似 性 也 较 高 ， 并 


Е, Segaloff BHA Jy TSHR 属于 G- 和 蛋白 偶 联 受 体 家 族 中 的 A 组 ， 


究 获 得 的 CDNA 序列 相符 合 。 Rocha 等 09 从 性 腺 中 克隆 日 


17 


EF 状 用 激素 的 结合 , 胞 外 域 中 具有 丰富 的 亮 氨 酸 重 


该 结构 域 


Fig.6 Effects of dietary potassium iodide addition on expression of TSHR of Pelteobagrus 


Ed Eg 


Nn 


TER 


由 3 个 胞 外 环 和 3 


HORA 
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276 TSHR cDNA 基因 序列 也 具有 类 似 的 典型 糖 蛋 白 家 族 特征 。 进 化 树 分 析 表 明 鱼 类 、 乌 类 和 哺 


277 ” 乳 类 动物 的 TSHR 最 后 聚 为 一 文 ,， 预 示 着 TSH 蛋白 有 着 共同 的 祖先 , 只 是 随 着 时 间 推 移 ， 


278 ”动物 进化 分 化 出 了 不 同类 型 的 受 体 蛋 白 。 


279 比 对 黄 桥 鱼 与 其 它 相关 物种 的 TSHR 基因 , 发 现 黄 桥 鱼 与 斑点 叉 尾 向 和 非洲 锥 的 相似 性 


280 ” 较 高 ， 其 次 是 斑马 鱼 、 大 西洋 刍 鱼 等 鱼 类 ， 动 物 分 类 与 基因 进化 的 关系 相 一 致 ， 表 明 TSHR 


281 ”基因 在 物种 进化 中 具有 保守 性 及 其 对 生理 功能 发 挥 的 重要 性 。 


282 32 WZ TSHR 基因 组 织 表 达 特 异性 分 析 


= 283 本 研究 发 现 甲 状 腺 和 非 甲 状 腺 组 织 中 均 能 检测 到 ТӨНЕ 基因 的 表达 ,这 一 结果 和 Vischer 


284 %04], Goto-Kazeto 21151, Ponce “1, Sampath-Kumar 21. Rocha 等 19 分别 对 非洲 铃 、 斑 


285 ”点 义 尾 徊 、 塞 内 加 尔 鲍 、 条 纹 狼 久 、 欧 洲 钙 的 研究 结果 一 致 ，7SHR 基因 除了 在 硬 骨 鱼 的 甲 


286 ，” 状 腺 中 表达 外 ,在心 胜 、 肌 肉 、 垂 体 、 肠 道 、 骨 、 绷 、 肝 用、 脾脏 、 头 旨 、 脑 、 性 腺 等 组 织 


287 也 有 表达 ， 只 是 各 组 织 中 TSAR 基因 表达 丰 度 呈现 出 多 样 性 。 本 研究 结果 显示 TSAR 基因 


288 ЖАЖА АМЕ. HERE. БИЕ. Ej. TENE. ЗОР. ІМ. MA Ha. ЖЕЛЕ. ARR RA 


289 ”表达 ,说 明 TSHR 县 有 广泛 的 调节 机 体 正 常生 理 代谢 的 作用 ， 其 中 脾脏 是 免疫 器 官 ， 因 此 


~ 


290 TSHR 基因 或 许 与 免疫 功能 相关 。 已 有 研究 证 实 哺乳 动物 的 甲状 腺 内 稳 态 的 紊乱 会 导致 其 免 


291 ， 疫 细胞 比例 的 变化 哆 ， 在 虹 鳃 的 试验 中 ， 人 为 的 改变 甲状 腺 激素 的 状态 会 引起 免疫 系统 中 


м 
ANS 


292 


ALA ZA AC AER EPS); Wang 等 P9 也 已 经 证 明 在 早期 的 抗原 免疫 反应 中 ， 单 核 细 胞 、 淋 


29з БЫ. БИЕНІ. МА Т 细胞 通过 促 甲 状 腺 激素 进行 相互 联系 ， 而 且 促 甲状 腺 激素 具有 


294 ”免疫 细胞 调节 因子 的 作用 R77， 由 此 推测 TSHR 在 脾脏 中 与 促 甲 状 腺 激素 结合 起 免疫 调节 作 


295 用 , 1E TSHR 有 具体 免疫 作用 机 理 目 前 仍然 不 清楚 。 


296 33 饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 桥 鱼 生长 性 能 和 TSRER 基因 表达 的 影响 


297 本 试验 结果 表明 , 饲料 中 添加 碘化钾 对 黄 医 鱼 增 重 特定 生长 率 、 饲 料 系数 有 显著 影响 ， 


298 ”饲料 中 碘化钾 添加 量 在 50 和 100 mg/kg 时 可 促进 黄 医 鱼 的 生长 ， 提 高 饲料 利用 效率 。 
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299 ”结果 与 之 前 的 一 些 研究 结果 相符 合 ， 如 Witt 等 B83 研究 发 现 环 境 中 的 砚 的 含量 与 太平 洋 马 锋 


300 ” 幼 鱼 的 生长 、 成 活 率 、 变 态 发 育 以 及 鱼 体内 甲状 脲 激素 的 含量 相关 ,适量 的 碘 能 促进 其 更 快 


301 ”发 育 、 更 快 生长 并 且 提 高 成 活 率 ; Gensic 等 9 在 虹 鲜 的 饲料 中 添加 碘 后 发 现 补充 碘 的 虹 鳞 


302 ”生长 较 好 并 且 甲 状 腺 激素 的 含量 高 ， 其 成 活 率 和 疾病 防御 能 力也 相应 提高 。 此 外 ，Penglase 


303 ”等 B90 研 究 发 现 大 西洋 鳃 鱼 (Gadus morhua) 幼虫 摄食 的 碘 含 量 为 129 mg/kg 时 ， 碘 对 甲状 腺 


304 ”产生 毒性 , 这 一 含量 超过 了 本 试验 所 得 到 的 碘化钾 添加 量 的 最 大 值 , 过 量 碘 引起 甲状 腺 活性 


m 


305 ”降低 ， 进 而 导致 生长 性 能 降低 。 也 有 一 些 研究 结果 与 本 研究 结果 不 相符 合 ， 如 Ribeiro 481 


一 306 ”研究 表明 海 鲤 饲 料 中 不 同 水 平 或 不 同化 学 组 成 的 碘 《〈 最 大 的 含量 为 26 mg/kg, 相当 于 碘化钾 


eo 307 34.4 mg/kg) 对 海 鲤 的 摄食 量 、 生 长 率 、 饲 料 系 数 均 没 有 显著 影响 ，Bowzer 等 B2 将 大 眼 梭 鲈 


308 ”的 胚胎 暴露 于 100 mg/L 的 碘 溶 液 中 30 min 中 ， 发 现 碘 会 降低 胚胎 的 成 活 率 ， 但 并 不 影响 其 


309 生长， 原因 可 能 是 碘 的 添加 量 、 碘 化 物 的 种 类 和 鱼 体 发 育 的 阶段 性 等 因素 的 不 同 引起 的 。 


310 促 甲 状 腺 激素 能 与 甲状 腺 滤 泡 细胞 表面 的 ТӨНЕ 结合 ， 调 节 钠 碘 转 运 蛋 白 的 表达 [B33]， 


311 ”随后 钠 碘 转运 蛋白 以 主动 运输 的 形式 将 碘 转 入 甲状 腺 滤 泡 组 织 中 的 B439, 最 终 促 进 甲状 腺 合 


312 ”成 并 分 泌 甲 状 腺 激素 ， 使 甲状 腺 维持 正常 的 活性 状态 ， 在 此 过 程 中 ，7SEBR 基因 起 着 关键 的 


313 ”作用 ， 若 碘 的 供应 量 不 足 ， 或 引起 钠 碘 转运 蛋白 过 剩 ， 进 而 抑制 TSHR 基因 的 表达 ， 因 此 在 


314 ”一 定 范 围 内 ， 随 着 碘 含 量 的 升 高 ，7TSHR 基因 的 表达 量 也 会 相应 提高 。 本 研究 中 TSHR 的 相 


315 ”对 表达 量 随 着 KI 添加 量 的 增加 ， 呈 现 上 升 的 趋势 ， 符 合理 论 预 期 。 碘 对 ТӨНЕ 基因 的 影响 


316 ”最 终 会 转化 成 对 甲状 腺 激素 和 甲状 腺 功能 的 影响 ， 如 Burel 等 BI 和 Mustafa 等 B7] 均 发 现 饲料 


37 ”中 足够 的 碘 能 够 提高 机 体 甲 状 腺 激素 的 含量 ,并且 能 提高 其 抗 病 能 力 , 减少 有 害 物质 对 生长 


318 JEU, Ribeiro 等 四 通过 循环 系统 饲养 塞内加尔 鲁 研 究 碘 和 硒 对 其 甲状 腺 结构 的 影响 ,发现 


319 ”饲料 中 添加 碘 能 提高 塞内加尔 鲍 幼 鱼 的 成 活 率 以 及 相应 的 减少 甲状 腺 畸形 (甲状腺 有 种) 的 发 


320 ” 生 率 ， 从 而 提高 鱼 体 的 生长 速率 。 反 之 , 碘 缺 乏 对 鱼 体 引起 的 负 作 用 也 得 到 证 实 ， 如 缺乏 碘 


321 ”在 鱼 幼虫 变形 初期 会 引起 甲状 腺 活性 降低 ， 这 已 在 大 西洋 比目鱼 中 得 到 确认 BI。 本 研究 结 
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果 与 上 述 研 究 结 果 相 一 致 , 由 此 可 初步 推断 饲料 中 的 碘 能 够 通过 甲状 腺 轴 这 一 内 分 泌 途 径 调 


节 黄 矣 鱼 的 生长 性 能 ， 这 也 为 提高 黄 壬 鱼 养殖 的 经 济 效益 提供 了 一 个 可 行 的 途径 。 


4 4 ie 


(D AEM Be fh AAA RI EE Т TSHR 基因 的 cDNA 全 长 序列 ，GenBank 登录 号 


为 КТ722732. 


@ TSHR 基因 在 甲状 腺 组 织 中 的 相对 表达 量 较 高 ， 其 次 是 肝脏 、 肌 肉 和 上 肠 道 ， 其 他 组 


织 中 相对 较 少 。 


© 饲料 中 添加 碘化钾 显著 影响 黄 颖 鱼 的 增 重 ,特定 生长 率 和 饲料 系数 以 及 甲状 腺 TSHR 


基因 的 表达 。 
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Thyrotropin Receptor Gene Cloning and Expression Response to Dietary Potassium Iodide 
Addition of Yellow Catfish (Pelteobagrus fulvidraco) 
WANG Chunling? ZHANG Hongta! САО Youling" QIAN Guoying" 

(1. College of Biological and Environmental Sciences, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, 

China; 2.College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, 

China) 

Abstract: The aim of the present study was to characterize the cDNA full-long sequence of 
thyrotropin receptor (TSHR) gene of yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco), and to determine 
the differential expression of TSHR gene in different tissues. In addition, the effects of dietary 
potassium iodide (KI) addition on TSHR gene expression and growth performance of yellow 
catfish were revealed. The rapid amplification of cDNA ends (RACE) technique was used to 
clone the cDNA full-long sequence of TSHR gene. Moreover, RT-qPCR technique was used to 
determine the relative expression level of TSHR gene. The KI adding levels were set to be 0 

(control) , 10, 50 and 100 mg/kg in four experimental diets, which were fed to yellow catfish for 
27 days. The results showed as follows: The cDNA full-length sequence of TSHR gene was 
obtained, and it was 2 786 bp, including a complete open reading frame of 2 238 bp encoded a 745 
amino acid residues. Blast online analysis indicated that the amino acid sequence of yellow catfish 
displayed 60% to 87% identity as compared with other known fish species. The analysis results of 
tissue differential expression of TSHR gene indicated that the highest relative expression level was 


in thyroid, followed by liver, muscle and intestine. The results of feeding trial were showed that 
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the relative expression level of TSHR gene in thyroid in 100 mg/kg group was significantly higher 
than that in other groups (P«0.05), and the weight gain, specific growth rate and feed conversion 
ratio in 50 and 100 mg/kg groups were significantly higher than those in control group (P«0.05). 
The results in this study imply that the dietary KI in the appropriate amount not only affects the 


expression of TSHR gene, but also promote the growth of yellow catfish effectively. 


Key words: yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco); potasium iodide; thyrotropin receptor; gene 


clone; gene expression 
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